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@ Procede de detection et/ou d'indentlfication d'une sulistance biofoglque dans un milieu llquide d I'aide de 
^ectriques, et dispositif destind & la mise en oeuvre de ce procede, 

Proc^d^ de detection d'une substance biologique dans 
un milieu Hqulde conducteur de ('Electricity susceptilt>te de la ' 

contenir, caract^risE par le fait que I'on met en contact, dans ^iS*^ 
une cellule de mesure (1h iedrt milieu Itquide (5) avec une 
plaque porte-r^actif <4) comportant un llgand spEcifique fixE 
directement sur une face d'une couche mince en rhat6riau 
isolant (4a) dont I'autre face est fix^ sur un support capable 
de condutre r^lectricitS, que I'on mesure les composantes C 
et/ou R de I'tmpEdance Eiectrique de syst^me milieu iiquide/ 
couche isolante/support pour une tension donn^e, et que 
Ton compare iesdites composantes d celles d'un systdme de 
r^f^rence analogue au pr6c6dent mais exempt de ligand 
sp6cifique, une dventuelle diminution de la capacity ou une 
variation de la rdeistance, par rapport au syat^me de r^fdr* 
ence, signtfiant la pr^ence de ladite substance biologique 
dans ie milieu Iiquide ^udiE; et cuve de mesure destin^e d 
mettre en oeuvre ce procddS. 
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Procgdg ^l^etection- et/ou d'identificat^d'une substance 
brologique dans un tBfTleu liquide a I'aide de mesuresilectriques. et 
dispositif destmg S la mise en oeuvre de ce proc^dg. 

La presente Invention a pour objet un procede de detection et/ou 
d' identification d'une substance blologlque dans un milieu llquide a I'alde de 
mesures electriques, ainsl qu'un dlsposltlf destine a la mise en oeuvre de ce 
procede. . • • " 

On salt que la detection de substances blologlques est le plus 
souvent effectuee a I'aide de r^actlfs doues d'af finite pour ces substances. 
En particulier, les m^thodes fondees sur la reaction antlgene-antlcorps sont 
blen connues. Generalement ces m^thodes necessitent des temps d' Incubation 
importarits et la rfivfilatlon de la reaction est effectuee a I'aide de marqueurs 
de cout ^lev^ et de manipulation dillcate. tels que des marqueurs radloactlfs 
ou enzymatlques. 

On a egalement propose de d^tecter la reaction antigfene-anticorps en 
flxant les antlcprps sur une membrane et en utillsant les variations de 
difference de potentiel provoqu^es par ladite reaction a I'interface 
menibrane-soltttion pour f aire : varler le champ ^lectrlque transversal aa 
voisinage d'un transistor 4 effet de champ. II en resulce une variation de la 
reslstlvite entre drain et source du transistor que I'on peut mettre en 
Evidence par une mesure potentiomfitrique. Toutefois. de tels syst^mes se sont 
averes non speclflques ; voir par exemple J, JANATA et al.. Annals New York 
Academy of Sciences, 286-292 (1984). 

On a maintenant decouvert qu'll est possible de detecter une 
reaction d'afflnlte du type llgand-substance blologlque par un proced^ simple 
et sensible fonde sur des mesures d' Impedance electrique du circuit complexe 
forme par une solution contenant la substance blologlque etudl^e, une couche 
mince isolante sur laquelle est fixee le llgand, et un support conducteur sur 
lequel est fixe I'isolant. 

L'lnvention a done pour objet un proced^ de detection d'une 
substance blologlque dans un milieu llquide conducteur de 1 'electricity 
susceptible de la contenlr. caract6rise par le fait que I'on met en contact, 
dans une cellule de mesure, ledit milieu llquide avec une plaque porte-rfiactif 
comportant un llgand specif ique fixe dlrectement sur une face d'une couche 
mince en materlau isolant dont I'autre face est flicee sur un support capable 
de condulre I'electricite, que I'on mesure les composantes C et/ou R de 
1' impedance electrique du systeme milieu iiquide/couche Isolante/support pour 
une tension donnee, et que 1 ' on . compare lesdites composantes a celles d'un 
systeme de reference analogue au precedent mais exempt de llgand specif Ique, 
une eventuelle diminution de la capadte ou une variation de la resistance, 
par rapport au systeme de reference, slgnif lent la presence de ladite 
substance blologlque dans le milieu llquide etudie. 

Generalement, 11 sufflt de mesurer la capadte Electrique du systeme 
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mals dans certains cas la mesure de r^slsrance esc plus sensible. 

Le procedfi de 1* Invention s' applique a toute substance blclogique 
capable d'etre reconnue par un Ugand douf d*af finite pour ladite substance. 

Parmi les couples ligand-substancc blologique, on citera par excmple 
les couples anticorps-antigSne, haptene-anticorps , ADN -ADN, ADN -ARN 
poly dT-ARN^ eucaryote, enzyme-substrac* enzyme-lrihibi^eur d'enzyme, 
lectine-glycoconjugufi, marqueur de cellules (ou de mlcroorganismes) -cellules 
(ou microorgaxiisme) , HcG-recepteur tissulalre, et T^-TBG (thyroxin binding 
globulin) et, d'une facon generale, les couples recepteur biologique-ligand 
correspondant (ou agonlste ou antagoniste). Salon les cas, Vna ou I'autre 
element du couple pourra etre fixe sur la couche Isolante. 

Le ligand pent egalement etre: un marqueur de cellules ou de 
microorganismes, par exemple un marqueur du typage cellulaire, la substance 
blologique etant alors constituee par les cellules ou mlcroorganismes que !• n 
15 souhaite identifier ou dont on recherche le type. 

Dans la suite de la description, on fera souvent reference, par 
commodite, au systeme antigene-anticorps. Cette simplification est purement 
conventionnelle et ne doit bien entendu pas etre consideree comme limitative. 

La capacite ou la resistance mesuree sera f onction de I'epaisseur 
(fixe) de la couche d'isolant et de I'epaisseur et de la densite (variable) de 
la couche .de ligand et de substance blologique fixes. 

La sensibilite du systems est bien entendu f onction des dimensions 
relatives de la couche isolante (epaisseur) et de la substance blologique 
etudiee. 11 est clair en outre que le, ligand fixe sur la couche isolante doit 
avoir les dimensions les plus faibles possible. 

Au contraire, les substances destinees a etre flxees sur le systeme 
isolant-ligand doivent avoir les dimensions les plus grandes possible, et on 
pent dans certains cas augmenter la sensibility de la detection a l*aide de 
divers artifices bases sur ce principe. Par exemple, lorsque la substance 
blologique etudiee comporte plusieur sites d'af finite, on pent aj outer au 
liquide etudie, apres mise en contact dudit liquide avec la plaque 
porte-reactif , un second ligand qui viendra se fixer a son tour sur les sites 
d'af finite encore -libres de ladite substance blologique, si elle est presente, 
en augment ant ainsi 1' epaisseur des couches deposees sur I'isolant. Le second 
35 ligand peut etre identique ou non au ligand fixe sur I'iso lent. 

On peut encore augmenter la sensibilite en f ixant le second ligand 
sur una macromolecule telle qu*xine proteine ou sur de petites particules 
individuelles capables de se maintenir en suspension dans le milieu liquide. 
Ces particules sont par exemple des particules solides (latex, polystyrene, 
40 etc..) ou des microglobiiles tels que des liposomes. ' 
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Le liqulde conducteur peut etre toute solution tampon compatible 
avec le systeme biologique utilise. Ce milieu liquide peut avoir une 
conductivltfe fiqulvalente a celle d'une solution aqueuse de chlorure de sodium 
ayant une concentration pouvant aller de 0,015M a 3M. Le pH du milieu liquide 
peut Stre comprls entre 2 et 11. Les interactions non specifiques par echange 
d'ions ou par interactions 'hydrophobes peuvent Strfe cbmbattues par des tampons 
de force ionique appropriee contenant ^ventuellement des detergents utilises 
dassiquement a cet effet. 

Pour mesurer les composantes R et C du systSme obtenu on met en 
contact une Electrode Inattaquable avec le liquide ^tudle et I'on ^tabllt une 
tension alternative entre ladite Electrode et ledlt support conducteur. On 
determine la capacity et/ou la resistance du sy^tSme a une tension donnee 
selon les methodes connues. On compare ensuite avec la grandeur correspondante 
mesuree avec le systeme de reference. 

On applique en outre une tension de polarisation, de I'ordre de 
quelques volts au maximum, au support conducteur de la plaque porte-riactlf , 
par rapport a une electrode de reference, par example une electrode au 
calomel. On fait genSralement varler la tension de polarisation (positive ou 
negative) et on determine ainsl facilement la tension de polarisation qui 
permet d' observer les variations optimales des composantes R ou C. 

Gen6ralement, les tension optimales de polarisation, pour la 
determination de la composante C. varient de 1,5 k 5 volt, le plus souvent de 
3^5 volts. On observe tou jours une diminution de la capacity. 

Pour la determination de la composante R, les tensions de 
25 polarisation optimales sont voisines de la tension nulle. generalement entre 
- 1 volt et + 1 volt. Les variations de la resistance dependent du systeme 
reactlf-antlgSne utilise. AVec certains systSmes, on observe une augmentation 
de la reslstiance, et une diminution avec d'autres systimes. 

La mesure peut etre reallsee, pour la detection des protSlnes, par 
fixation directe sur I'anticorps specif ique lui-meme fixe sur la phase solide. 
avec ou sans amplification. On peut avantageusement utiliser des fragments Fab 
a la place des anticorps entiers, les fragments Fab etant prepares par exemple 
selon une methode analogue k celle decrite par E. Ishlkawa, J. Immunoassays, 
4, 209 (1983). 

Pour mesurer une concentration de petite molecule (haptene) la 
methode par competition peut etre preferable, en particulier en flxant 
I'haptene sur la phase solide par I'intermedtalre ^d'un agent chimlque de 
couplage et en mesurant la fixation de 1 •anticorps specif Ique, d'autant plus 
importante que l*echantillon est plus pauvre en molecule k doser. 
40 , • . . ■ 
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La methode jlnverse avec un antlcorps fixe et un haptene 116 a une 
molecule ou une partlcule de grosse tallle peut ^galement etre utlllsee. 

Pour la recherche ou le typage cellulalre, la methodologle presentee 
est partlcullerement attractive du fait de la taille importante des cellules 
qui, en se fixant, vont entrainer une chute trea forte de la capacity mesuree. 

Les domaines d* application recouvrent done notamment I'enseiable des 
determinations linmunologiques sur cellules, proteines ou haptenes. La surface 
active est recuperable pour une nouvelle mesure apres lavage avec un agent 
dissociant du complexe forme, par exemple par lavage acide puis equilibrage. 

Le systeme se prete bien a des determinations multiples sur un seul 
echantillon, que ce soit en recherche d'anticorps, d'antigene ou d' haptene ou 
en typage cellulaire. Toutes ces detemxinations petjveut etre effectuees 
simultanement en quelques minutes avec une surface portant autant de 
plaquettes greffees que de determinations souhaitees, une ou plusieurs 
plaquettes tdmoins fixant le niveau du bruit de fond^ 

Le dispositif peut etre plan ou cylindrique avec un volume 
d ' echantillon eventuellement tres limite, 

Un exemple d'un tel dispositif peut etre foumi par un systeme de 
recherche des microorganismes pathogenes dont la. presence est eventuellement - 
attendue sur un echantillon resultant d'un prelevement de selles ou d'un 
ecouviilonnage • 

Le systeme de mesure capacitif est par ailleurs utilisable a 
temperature tres elevee, ce qui permet d'optimiser la temperature 
reactrionnelle • 

Un exemple tres important d* application est constitue par 
1 'hybridation de sondes nucleiques. Du fait de la taille des ADN et AEN, plxis 
elevee que celle des proteines correspondantes, une chute capacitive 
importante sera mesuree apres une hybridation entre un oligonucleotide fixe 
sur une plaquette de silice et 1* acide nucleique portant la sequence 
cpmplementaire. 

L* ensemble du systeme de mesure resistant a des temperatures 6lev6es 
volsines de 95*C, la totalite du processus de recherche des sequences 
nucleiques specifiques pourra etre realisSe dans la meme cuve. Le chauffage 
est effectue d'abord pour deshybrider ; ensuite la reaction specif ique peut 
etre suivie par abaissement regulier de la temperature. 

AprSs elevation de la temperature de la cuve, au-dessus de la 
temperature critique d* hybridation, et lavag a force ionique faible, la cuve 
est utilisable k nouveau pour une determination nouvelle. 
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Comme dans le cas des systemes Inonunologlques » le signal obtenu peut 
Stre ampllfle par une deuxieme sonde nucleique utlllsee dans la phase llqulde, 
seule ou Ilea a une macromolScule ou une partlcule de tallle importante. ^ 
Le precede de 1* invention permet d^effectuer non seulement des 
5 determinations qualltatlvesv mals aussl des determinations quantltatlves. Four 
celaj 11 suffit d*£talonner la cuve de mesure, munie . de plaques porte-reactif 
normalisees, aved des quahtitSs connues crblssantes de la substance biologique 
que I'on veut detecter ou identifier* • 

invention a egalement pour objet une plaique porte-reactif destlnee 
10 a la mise en oeuvre du procede decrit ci--des6us. 

Cette plaque porte-reactif est caracterisee par le fait qu'elle 
comporte un support en materlau capable de conduire l*electriclte, recouvert 
sur une de ses faces par une couche mince isolante sur laquelle est fixe 
directement un ligand pour une substance biologique. 
15 Dans des modes 4e realisation particuliers > la plaque porte-r£acti£ 

peut encore presenter les caracteristiques suivantes : 

- le materlau capable de conduire I'^lectrlcite est un metal et la 
couche Isolante est une couche d*oxyde de ce mital ; le m£tal est par exemple 
I'altiminium, le tantale, etc,.. 

20 - ou bien le support est cohstituS par un materlau seini-conducteur 

et 11 comport e» sur la face opposSe a la face recouverte- de la couche 
isolante, -une couche metallique destlnee a assurer un contact ohmique ; le 
semi-conducteur est par exemple le silicium et la couche isolante est une 
couche de silice ; (SiO^) ou de nitrure de silicium (Si^N^). 

25 - le support a generalement une forme plane ; 11 peut aussl avoir 

par exemple une forme tubulalre ou une forme de coupe hemispherique ; 

- le ligand est fixe sur la couche Isolante par adsorption, ou bien 
11 est greffe sur la couche isolante par covalence. 

Pour preparer une plaque porte-reactif on peut par exemple l*oxyder 
30 super flclellement en atmosphere d*oxygene a temperature conv enable. 

L*epalsseur de la couche d*oxyde isolante peut etre fadlement reglee, par 
exemple en faisant verier le temps de reaction pour une temperature 
reactlonnelle donnee. 

De preference on utilise des plaques doiit la couche Isolante a une 
35 epalsseur inferleiire a 0,1 jjm. 

Le ligand peut etre fixe par adsorption sur la couche isolante ; on 
coxmalt par exemple les proprietes adsorbantes de l*alumine ou de la silice 
qui sont largement utlllsSes en chroma tographle. 
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Oa peut egalement gref fer le ligand par coyalence en utlllsant un 
reactif de couplage b±f onctionnel capable de reagir a la f ois avec la couche 
Isolante ct avec le ligand. L'utilisation de tcls reactif s est bien connue. 

Par example 9 dans le cas de la silice, on peut gref fer par covalence 
les molecules aminees, y compris les proteines a I'aide d'un derive de silane 
de formule , . 

(Alk 0)^ Si - X - R , 
dans laquelle Alk represente un alkyle inferieur, 

- X represente un bras hydrocarbone tel qu'un alkylene inferieur 
et: - R est un groupement reactif tel qu*un groupement NH^. 
Ce compose reagit avec la silice pour donner une silice substitute, 
par exen^le du type : 

0 Alk 

' * . I. 
Silice - 0-Si-X-R 

Q Alk 

On peut alors facilement fixer une molecule aminee, sur la silice 
ainsi modifiee, a l*aide d'un reactif bifonctionnel qui £tablit des liaisons a 
la fois avec le groupement reactif R et avec les groupement NH^ du ligand.. .Par 
exemple lorsque R represente NH^, on peut utiliser tm dialdetiyde. Le 
groupement carbonyle reagit avec le groupement NH^ pour former une imine qui 
peut etre reduite, si desire, en groupement amine correspondent, par exemple a 
l*aide d'xm borohydrure. 

, Une telle me thode de gref f age sur la silice est decrite notamment 
par P.J- ROBINSON et coll., Biochimica et Biophysica Acta 242 , 659-661 (1971), 

P'autres methpdes de gref f age sur silice qui peuvent etre utilis^e 
sont celles decrites notamment par M.K. WEIBEL et coll.. Biotechnology and 
Bioengineering, Vol.XyXl, .85-98 (1975) ; Y. HAMAGUCHI et . coll. , Eur. J, 
Biochem. 71, 459-467 (1976) ; H.H. WEETALL et coll. , Biotechnology and 
Bioengineering, Vol. XVIII, 105-118 (1976) ; et H.D. CRONE et coll.. Journal 
of Chromatpgraphy, 129, 91-96 . (1976) . ... 

L' invention concerne egalement une cuve de mesure . destin€e k mettre 
en oeuvre le precede defini ci-dessus. Cette cuve de mesure est principalement 
caracterisee par le fait qu'elle comprend une enceinte comportant un espace 
interne pour I'echantillon liquide, un receptacle pour une plaque 
porte-rdactif amoyible, . permettant de mettre en communication la face interne, 
portant la couche isolante munie du ligand, de ladite plaque, avec I'interieur 
de 1' enceinte, et eventuellement un second receptacle pour une plaque de 
reference sans ligand specif ique, des moyens pour assurer I'etancheit^ entre 
1* enceinte et lesdites plaques, une electrode susceptible d'etre en contact 



avec ledit echantlllon llqulde, et des moyens pour assurer des contacts 
electrlques exterieurs pour 1* electrode et pour la face exteme des plaques. 

L' Invention va malntenant etre decrlte plus en dStail en faisant': 
reference aux desslns annexes dans lesquels ; . ' - ' t 

- la figure 1 est un schema fonctionnel d'un syst^me de mesure 
permettant la taise en oeuvre du procSde de 1' invention et 

- les figures 2 et 3 representent des vues schematiques en coupe de 
modes de realisation particuliers de la cuve de mesure ; 

- la figure 4 represente la variation de capacity en f one t ion du 
temps dans les conditions Indiquees a I'exemple 3 ; 

- et la figure 5 represente les variations de capacity observ^es, en 
fonction de la concentration en proteine^ avec deux plaques porte-reactif 
preparees de fagon identique (voir exemple 3). 

Le dlspositif complet comprend une cuve de mesure 1, un module 
d* alimentation en tension 2 (potentiostat) reglable commande par un 
calculateur 3. La plaque porte-r^actif 4 servant d* Electrode de travail est 
par exemple une plaquette de silicium. Sur la face superieure de cette 
plaquette (figure 1), le trait epaissi 4a represente la couche de silice sur 
laquelle ont ete greffes par exemple des anticorps. L^echantillon liquide 5 
present dans la cuve de mesure est en contact avec cette couche de silice 
munle du ligand, Le contact ohmique de la face inferieure de la plaquette 4 
est realise par une couche d* or non representee oh tenue par evaporation sous 
vide. 

Une electrode 6 (electrode au calomel par exemple) qui sert 
dfelectrode de reference, est reliee au potentiostat 2, assurant son 
asservissement et done une polarisation bien d^finie de la plaquette de 
silicium par rapport a I'echantillon liquide. Un tel systeme est necessaire 
dans le cas d'une plaquette en semi-conduct eur afin d'imposer a celui-ci une 
une tension de polarisation suffisante, superieure au travail de sortie, 
permettant de rendre. ce materiau conducteur. 

Le potentiostat 2 est. egalement relie a une contre-£lectrode en 
platine 7 et permet d'appliquer k cet electrode une tension alternative dont 
la frequence peut verier pair exenqtle depuis 1 kHz Jusqu'a 1 megaherz. Le 
potentiostat est alljaente par le generateur 2A. L* analyse du signal fait 
intervenir un module mathematlque de circuit RC. On peut done effectuer a la 
fois une mesure de la resistance et une mesure de capacity pour la meme 
tension appliquee. L' analyse du signal retour par le module de mesure du 
courant 8 permet de connaltre les composantes R et C de 1* impedance du systeme 
qui sont transmises au calculateur 3. Les resultats sont transcrits par 
I'imprimante 9. 
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- La tension alternative appllquee (qui se superpose a la tension de 
polarisation l;ventuellement appllquee a la plaque porte-reactif) peut avoir 
une amplitude allant de 1 millivolt a quelques volts. Cette tension dolt etre 
compatible avec la stablllte du milieu llqulde et des susbstances blologlques 
presentes. 

La cuve de mesure de la figure 2 est constitute par ezemple d'un 
bloc Isolant en polycarbonate dont la partle iiiffirieure 10 comporte deux 
logements respectlvement pour la plaque porte-reactif 11 et la plaque de 
reference 12. Les dlspositlfs de fixation des plaques 11 et 12 n*ont pas ete 
representes. La partle superieure 13 peut etre thermostatee. 

Entre les parties Inferleure et superieure est manage un espace 
creux pour I'echantillon liquide, avec un orifice d' entree 15 et un orifice 
de sortie 16. Dans 1' espace interne creux 14 est disposee une electrode en 
platlne 17. La face superieure de la plaquette 11, destlnee a etre en contact 
avec I'echantlllon liquide a etudier, est cons tituee par une couche mince de 
slllce sur laquelle est gref fe le llgand spedfique et la face superieure de 
la plaque de reference 12 est constitute par une couche mince de slllce sans 
llgand spedfique. De preference, la plaque de reference porte une couche 
monomoleciilaire de meme nature (par exemple une immunoglobullne non 
spedfique) que le llgand de la plaquette 11. Par comparaison des composantes 
R et C obtenues avec les plaquettes 11 et 12, ce dispbsitif permet d'effectuer 
une mesure differ entielle et d'elimlner ainsl les effets d'une eventuelle 
. adsorption non spedfique. 

Le dispositif de la figure 3 represente schematiquement, en 
agrandissemenc, une cellule de mesure miniaturisee. 

Dans ce dispositif, la plaque porte-reactif 18 avec la couche " 
isolante 18a munie de reactif (llgand spedfique) et la plaque de reference 
munie de la couche de silice 19a, eventuellement revetue d'une mlecule non 
spedfique de meme nature que le llgand specif ique , sont disposees en regard 
I'xme de I'autre ; elles sont separees par un espace etrolt 20, dans lequel 
une fraction 24 de la goutte d'echantillon llqulde 25 deposee sur le fond de 
la cuve 26 peut s'inserer et etre retenue par capillarlte. Bien entendu, les 
dimensions relatives de 1* espace 20 ont eti agrandles pour la clartfi dii 
dessln. A I'extremite Inferleure, la has de la goutte llqulde est en contact 
avec une electrode en platlne ' representee par un trait epaissl 21. La face 
des plaques 18 et 19 est dans ce cas revetue d'un vemis isolant 22, 
23." On .peut alnsl falre des mesures sur des SchanLtlllons de quelqu s 
^crolltres. 
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EXEMPLE 1 : Obtentlon d*une plaque porte-reactif 

On utilise des plaquettes de sllicium dopees de type p ayant 6cin de 
diametre et 0,2 iran d'epalsseur, commercialisees par la societe CSEM 
(Neufchatel, Suisse), 

Par oxydation en atmosphere d'oxygene a 1200*'C pendant 24heures 
d'une des faces de la plaquette, on obtlent une couche de sillce ayant une 
epaisseur de 700 Angstroms. 

L' autre face est r endue conduc trice par metallisation par 
evaporation d'or sous vide. ^ 

Apres hydratation de la couche de silice pendant 48heures en 
atmosphere de vapeur d'eati a lOQ^C, on immerge les plaquettes dans une 
solution de 3-aminopropyltriethoxysilane a 2% dans 1* acetone pendant 24heures 
a 45^C. 

On lave les plaquettes a l*acetone et on seche. 

On immerge ehsuite les plaquettes dans . une solution de . 
glutaraldShyde S 1% dans I'eau distillee pendant 1 heure a 22* C, puis on les 
lave avec un tampon phosphate 0,25M de pH 7,5. 

On laisse incuber dans une solution d* immunoglobulines (2mg/ml} 
prealablement dialysee contre du tampon phosphate a 0,25H. 

Apres incubation pendant 12heures a 4**C, on lave les plaquettes avec 
un tampon PBS-Tween 20 pendant 1/2 heure a 37''C. Le Tween 20 est tine marque 
commerciale pour un detergent non ionique* 

Les plaquettes sont conservees dans une solution de tampon PBS-Tween 
20. . ■ 

On a greffe sur les plaquettes, selon cette methode, solt des 
immunoglobulines polyclonales ou monoclonales anti-alphaf oetoprot^ine, soit 
des immunoglobulines polyclonales ant i-lgE. 

EXEMPLE 2 : Essai avec I'alphafoetoproteine 

On utilise un dispositif analogue a celui de la figure 1. 

La frequence du signal est de lOkHz avec une amplitude de 5 mV. 

Le liquide etudie consiste en des solutions tampon contenant des 
concentrations croissantes d^antigene (alphaf oetoprot^ine) . 

Avec des plaquettes de silicium simplement recouvertes de silice, 
mais non greffees, les tampons salins de type PBS ou glycine, avec ou sans 
incubation avec des protSines animales, ne donnent pas de variations 
significatives de la capacity du systeme quelle que soit la concentration en 
antigene dans le milieu de mesure et d* incubation. 

Par contre, avec une plaquette sur laquelle a ete greffee 
I'anticorps anti-alphaproteine comme decrit a 1* example 1, on observe une 
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dimlnutioii de la capadtfi. Pour une tension de polarisation du slllclum de 
I'ordre de + 1,5 Volt par rapport a I'electrode au calomel on a mesur^ les 
capadtes sulvantes : 

plaquette de rdf^rence : C « 5,7r-10"^F 

- plaquette porte rSactlf avec antlcorps greffes : C - 4,40.10"*F. 
Un essal avec un tampon ne contenant pas d' antigens a^ dpnne la 

valeur sulvante : C = 4,40,10 F. 

Avec un tampon contenant lOng/ml d'antlgene, . on a trouve 
C « 4,35.10"^F. 

Avec un tampon contenant 300ng/ml d'antlgene, on a trouve 
C « 4,27.10""^F. 

EXEMPLE 3 : Essais de reproduction avec I'alphafoetoprotelne. 

On utilise un dlsposltlf analogue a celui de la figure 1. 

La plaquette porte un antlcorps antl-alphafoetoprotSlne couple par 
covalence. Concentration de I'antlgene : 400ng/inl. 

Les conditions de travail spnt les memes que pour I'exemple 2. 

Les resultats pbtenus en. £onctlon dif tenqps (fig. 5) montrent que la 
fixation Ag/Ac (polyclonal) s'effectue selon une courbe dnetlque du premier 
ordre Ac f (t) llnealre pour des temps courts* ce qui permet des nesures 
quantltatlves. . 

Les memes mesures peuvent etre effectu^es successlvement^ apres 
lavage aclde, sur la meme plaquette actlvee. 

Par ailleurs, deux plaque ttes preparees de facon Identlque donnent 
des resultats reproductibles (flg,6) en fonction de la concentration de 
proteine (mesures effectuees apres 15 minutes d ' incubation) . 

Dans ce dernier cas, 1' antlcorps etait un antlcorps monoclonal. 

EXEMPLE 4 : Essal avec I'IgE humaine 

On opere de f aeon analogue a celle decrite a l^exemple 2. 

L'antlgene est id I'IgE humaine testae a diverses concentrations 
(0 ; 0»2 ; 2 ; 20 ; 200ng/ml). 

On utilise des plaquettes sur lesquelles on a gref fe des antlcorps 
de chevre antl*Xg£ humalnes. On a obtenu les resultats sulvants : 

- tampon sans antlgene : C « 6,04.10 F. 

- tampon contenant 200ng/ml : 

—8 

C » 5,88.10 F (apres 5 minutes d* Incubation) 
—8 

- C « 5,90.10 F (apres 30 minutes d' incubation) . 

Apres lavage de la plaquette dans un tampon glycine a pH aclde pour 
decrocber les antlcorps antl-XgE, on retrouve ptatiquement la capacity 
observee au depart avec le melange tampon : C » 6,05.10*®F. 
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Apres uri nouvelle Incubation de la plaquette alnil regdn^ree avec 
I'antlgene, on retrouve le signal caracterlstlque des serums posit If s en 
antlgene. 

Sur une plaquette sur laquelle a ete gref fee une proteine non 
specif ique (I'albumlne humalne) , on n' observe pas de variations slgnlf Icatlves 
du signal apres Incubation avec des tampons contenant jusqu'a 200ng/ml 
d*antlgenes (antlcorps antl-IgE), Les courbes G « .f (V) sont pratlquement 
superposees (V etant la tension de polarisation de la plaquette, par rapport a 
1* Electrode au calomel). 

Le signal specif Ique est ampllfle par l*ajout posterleur d* antlcorps 
anti-IgB dans la phase llqulde. . L* augmentation d'^palsseur de la couche. 
deposee qui en resulte se tradult par une diminution plus importante de la ■ 
capaclte. 

On a en effet observe en effet les valeurs sulvantes : 

- tampon seul : C - 6,97.10 F 

—8 

* tampon a 200ng/ml d 'antlgene : C « 6,88.10 F 

- tampon a 200ng/ml d* antlgene avec ajput posterleur d* antlcorps 
antl-lgE : C = 6,74. 10"S. 

La tension de polarisation du sllldum £talt de + 3 Volt par rapport 
a 1' electrode au calomel. 

Le systeme d' amplification par 1' antlcorps ajoute en milieu llqulde 
peut etre utilise pour de falbles concentrations d*antlgenes (2ng/ml) avec un 
« effet mesurable comma le montre le Tablieau 1. 

TABLEAU 1 



Concentration 
en ant i gene ( IgE) 
en ng/ml 


Variation specif ique 
de capac i te(ant i — IgE) 
X 10*1 Farad 


Variation non sp^— 
cifique (albumine) 
:x, IQll Farad 


0 


0 


O 


2 


88 


20 

t 


200 


125 


47 


La senslblllte 


obtenue sans compensation 


de la fixation non 



specif Ique est done de I'ordre de 2ng. Avec une mesure dlf f erentlelle entre 
une surface portant une proteine non specif Ique telle que de 1* albumine et une 
surface portant un antlcorps specif Ique, on peut attelndre une senslblllte 
tr&s super leur e et det cter des concentrations Inferleures a lng/ml« 
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Les resultats precedents ont ete acquis pour un temps d'incul>ation 
et de mesure (5 a 30 minutes) tres court par rapport aux autres methodes de 
sensibilite comparable. Le signal optimal est generalement obtenu au bout de 
5 minutes d' incubation. Bien entendu, la vitesse de reaction est augmentee 
avec des anticorps greffes hautement specif iques. 

EXEMPLE 5 : Essai de mesure de capacite et de resistance . 

On ppere de fagon analogue a celle decrite a 1' example 4 
(antigene : IgE humaine). 

Les tampons utilises sont des tampons PBS contenant 0.052 de 
Tvreen 20. ' ' 

Les mesures. de capacite ont ete effectuees pour une tension de 
polarisation de la plaque, par rapport a 1* electrode au calomel, de + 4 Volt. 

Les mesures de resistance ont ete ef f ectuee pour une tension de 
polarisation de la plaque, par rapport a 1 ' electrode au calomel, de 
+ 0,2 Volt. 

La frequence du signal altematif superpose est de 10 kHz , avec une 
amplitude de 5mV. 7 
Les resultats sont .resumes dans le Tableau 2 cl-aprSs. . . 



>0 



TABLEAU 2 



plaquette 
gref f ee 


concentration 
en IgE 


C (nF) 


Co - C 


R (Ohm) 


Ro - R . 


Anti-IgE 




Co « 72,45 




Ro" 24,60 




1 ng 


71,57 


0,8iB 


21,60 


3,00 


LOO ng 


71,20 


1,25 


20,27 


4,33 


AXbumine 
(reference) . 


0 ng 


Co « 70,33 




Ro « 16,04 




1 ng . . . 


70, 13 


0,20 


15,92 


+ 0,12 


100 ng 


69,86 


0,47 

■ 


16,13 


- 0,09 



30 



35 



40 



1 
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REVENDICATIONS 

1. Pirocede de detection d*une substance blologiqiie dans un milieu 
llqulde conducteur de l*61ectrlclt£ susceptible de la contenlr, caractSrls£ 
par le fait que I'on met en contact, dans une cellule de mesure, ledlt milieu 
llqulde (5, 14, 2A) avec une plaque porte-reactlf (4, 11, 18) comportant un 
llgand specif Ique fixe dlrectement sur une face d'une couche mince en materiau 
Isolant (4a, 11a, 18a) dont I'autre face est fixee sur un support capable de 
condulre I'electrlcite, que I'on mesure les composantes C ct/ou R de 

1* Impedance electrlque du systeme milieu llqulde /couche isolant e/ support pour 
une tension donnee, et que I'on compare lesdltes composantes a celles d'un 
systeme de reference (12,19) analogue au precedent mais exempt de llgand 
specif ique, une eventuelle diminution de la capadte ou une variation de la 
resistance, par rapport au systSme de rfiffirence, signlfiaht la presence de 
ladite substance biologlque dans le milieu llqulde ^tudle. 

2. Procede selon la revendlcation 1, caractSrisS par le fait que le 

couple llgand-substance biologlque est choisi parmi les couples 

anticorps-antlgene, haptene-anticorps, ADN -ADN, ADN -ARN, poly dT-AKN 

c c .. ' m 

eucaryote, enzyme-substrat, enzyme-inhlblteur d' enzyme, lectlne-glycoconjugug, 

marqueur de cellules (ou de microorganismes) -cellules (ou microorganlsmes) , 

HcG-recepteur tissulalre et T^-TBG, ' et tout couple du type recepteur 

biologlque- (llgand correspondant ou agonlste ou antagoniste) « 

3. Procede selon I'une quelconque des revendlcatlons precedent es, 
caracterise par le fait que, pour augmenter la senslblllte de la detection 
dans le cas ou ladite substance biologlque comporte plusleurs sites 
d'af finite, apres avoir mis en contact le llqulde etudle avec la plaque 
porte-reactif , on ajoute audit llqulde un second llgand, et que I'on effectue 
ensulte la mesure de la capaclte et/ou de la resistance du systeme obtenu. 

4. Proc6d6 selon la revendlcation 3, caracterise par le fait que 
ledlt second llgand est fixe sur une macromol^cule telle qu'une protSine ou 
sur de petltes particules Individuelles capables de se maintenir en suspension 
dans ledlt milieu llqulde. 

5. Procede selon I'lme quelconque des revendlcatlons precedentes, 
caractfirlse par le fait que ledit milieu llqulde conducteur est une solution 
tampon ayant un pH pouvant aller de 2 a 11. ; / 

6. Procede selon l^une quelconque des revendlcatlons precedentes, 
caracterise par le fait que, pour mesurer les composantes de 1* Impedance 
electrlque, on met une electrode Inattaquable (7, 17, 21) en contact avec 
ledlt llqulde, on etabllt une tension alternative entre ladite electrode et 
ledit support conducteur et on determine les composantes R et/ou C selon les 
methodes usuelles, pout une tension donnee. 
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- 14 - 



0244326 



?• Plaque porte-reactif destlnee a la mlse en oeuvre du procedd tel 
que definl dans I'une quelconque des revendlcanlons precedences , caracterisee 
par le f alt qu^elle comporte un support (4, 11, 12, 18, 19) en materiau 
capable de condulre l*£lectrlclte reconvert sur une de ses faces par une 
couche mince Isolante (4a, 18a) sur laquelle est fixe dlrectement un llgand 
pour une substance biologlque. 

8, Plaque porte-reactif selon la revendlcatlon 7, caracterisee par 
le fait que ledit support est en metal et que ladlte coucfae isolante est une 
couche d'oxyde de ce metal. 

9, Plaque porte-reacttf selon la revendication 8, caracterisee par 
le fait que ledit metal est 1 ' aluminixim ou le tantale* 

' 10. Plaque porte-reactif selon la revendication 7, caracterisee par 
le fait que ledit support est constitue par un materiau seml-conducteur et 
qu'il comporte, sur la face opposee a la face reconvert e de materiau isolant, 
une couche metallique destlnee a assurer un contact ohmique. 

11- Plaque porte-reactif selon la revendication 10, caracterisee par 
le fait que ledit semi-conducteur est le slllclum et que la couche isolante 
est une couche de silice pu de nitrure de slllclum. 

12* Plaque porter-reactif selon l*une quelconque des revendlcations 7 
a 11, caracterisee par le fait que ledit llgand est f die sur la couche " 
isolante par adsorption. 

13. Plaque porte-reactif selon I'une quelconque des revendlcations 7 
a II, caracterisee par le fait que ledit llgand est greffe sur la couche 
isolante par covalence. 

14. Cuve de mesure destlnee a mettre en oeuvre le precede de I'une 
quelconque des revendlcations I a 6, caracterisee par le fait qu*elle comprend 
une enceinte comportant un espace interne (14, 20) pour I'echantillon liquide, 
un receptacle pour une plaque porte-reactif amovible (4, 11, 18), permettant 
de mettre en communication la face interne* portant la couche isolante munie 
du llgand, de ladlte plaque, avec I'intfirleur de 1' enceinte, et eventuellement 
un second receptacle pour une plaque de reference sans ligand specif ique, des 
moyezis pour assurer I'etancheite entre l*encelnte et lesdltes plaques, une 
electrode susceptible d'etre en contact avec ledit echantlllon liquide, et des 
moyens pour assurer des contacts ^lectriques exterleurs pour 1* electrode et 
pour la face exteme des plaques. 
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